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猪胰铁蛋白释放铁和磷酸盐的动力学特性
林志超,陈  平,胡晓慧,黄慧英,黄河清*
(厦门大学生命科学学院 生物化学与生物技术学系, 福建 厦门 361005)
摘要: 猪胰铁蛋白 ( p ig pancreas ferritin, PPF )铁核由 179 phosphate /PPF和 1698 Fe3+ /PPF组成, 平均磷铁比值为
1B9. 5. PFF铁核表层由较高的磷铁比组成.选用电子光谱技术研究 PPF释放铁和磷酸盐全过程,发现 PPF以两种不同速
率途径释放铁与磷酸盐 .在弱酸条件下, PPF释放铁的速率明显高于在弱碱条件下的速率, 证实 PPF蛋白壳的柔性调节
能力强弱是控制释放铁和磷酸盐速率的重要因素之一.
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1. 1 材  料
提取铁蛋白原材料均取材于新鲜猪胰脏. DEAE-
52分离介质购置于华美公司, 纯度为 99%的 Tris缓冲
剂和牛血清白蛋白均购置于 Sangon公司. 其他化学试
剂均选用国产分析纯.
1. 2 粗 PPF的制备
取新鲜猪胰脏, 去除脂肪和结缔组织并剪成小块
后,以湿质量 1B1. 5的比例加入蒸馏水.采用组织捣碎
机高速捣碎猪胰脏成匀浆 (约 15 m in左右 ) , 随后, 将
匀浆液置于恒温 ( 75~ 80e )水浴锅内热变性处理 20
m in,使非耐热杂蛋白变性. 匀浆液置于 4e 冰箱冷却
后,离心 ( 15 000 g ) 30 m in,取上清液, 弃去沉淀物. 按
每 100 m L上清液加入 35 g硫酸铵的比例,加入硫酸
铵于所收集的上清液,使铁蛋白产生沉淀, 并置于 4e
冰箱过夜,促使铁蛋白缓慢地析出,并形成晶体. 取出
PPF晶体混合物,以 15 000 g离心 30 m in,弃上清, 收
集棕色沉淀物. 用 0. 025 m o l/LT ris-HC l缓冲液
( pH 7. 25)溶解棕色沉淀物, 并置于透析袋内,用蒸馏
水透析过夜, 除去硫酸铵和其他盐. 取透析液, 以
15 000 g离心 20 m in,弃杂蛋白,收集上清备用.此时,
上清液中的蛋白浓度为 4. 4 m g /m L.
1. 3 PPF的脱盐
Sephadex G-25柱层析介质经预处理后, 装柱 ( 1. 7
增刊 林志超等: 猪胰铁蛋白释放铁和磷酸盐的动力学特性 # 51 #
cm @ 32 cm ), 并用 0. 025 m o l/L T ris-HC l缓冲液 ( pH
7. 25 )平衡. 粗 PPF再次经 Sephadex G-25层析柱进
一步除盐.
1. 4 PPF的分离纯化
用 0. 025 m o l /L T ris-HC l缓冲液 ( pH 7. 25)平衡
DEAE-52层析柱 ( 1. 7 cm @ 32 cm ) .直接加入粗铁蛋白
于层析柱中,随后以相同的 pH 7. 25和不同的浓度梯度
的 ( 0~ 0. 4 m o l /L, 流速为 2 mL /m in) NaC l洗脱 PPF.
蛋白样品洗脱峰选用蛋白质检测仪 ( 280 nm )连续监
测. 盐浓度采用原子吸收分光光度法监测.分离纯化后
的 PPF在 PAGE层析胶上呈单条带 (图 1) .
 图 1 PPF天然 PAG E图谱
 F ig. 1 N a tiv e page o f PPE
1. 5 元素分析




1. 6 在不同 pH条件下, PPF释放铁的速率分析







研究表明, 马脾铁蛋白 ( horse spleen ferrit in,




. 图 2是 PPF




(图 2A)和慢速释放内层铁两个过程 (图 2B ) .这一现




 图 2 PPF释放铁的全过程





关尚未清楚.图 3结果表明, 每分子 PPF铁核约含有
180分子磷酸盐;随着 PPF释放铁的数量递增, 铁核中
的磷酸盐释放量也随之增加, 并显示出两种不同的释
放速率, 其速率转折点约在 22 m in左右.比较图 2实
验结果,作者发现 PPF释放磷酸盐的趋势 (图 3)与释
放铁的趋势很相似,二者是同步协调进行的;在反应时







 图 3 PPF释放磷酸盐全过程








换公式 [ (Cmax - C t )
1 /2
= (Tmax - T t ) ]和图 2结果, 可
获得图 4结果; Cmax表示最大的铁释放量, Tmax表示铁
蛋白释放铁核中的最大铁量 Cmax时所需要的反应时
间, T t和 C t表示在单位时间内, 铁蛋白释放一定铁量
时所需要的反应时间. 图 4 C为不同释放铁速率的转
折点, 其速率转换时间约为 22 m in左右, 这一实现结
果与 PSF释放铁全过程中所呈现的不同速率的转折
点时间 ( 25 m in)很靠近.由此可见, PPF和 PSF释放铁
的动力学规律和特性很相似. 进一步分析图 2结果可
获悉, PPF含铁量为 1 698 Fe
3 +










 图 4 参考图 2结果,以 (Cm ax - C t )
1 /2作图
 F ig. 4 Po lt of (Cm ax - C t )
1 /2 V ersus reactive tim e acco rding to
F ig. 2 results
2. 4 在不同 pH值下, PPF释放铁速率
图 5结果表明,在不同 pH值下, PPF释放铁的速
率随着反应介质中的碱度逐步递增而急剧下降 (表
1) . PFF释放完整铁核中的铁所需要的时间分别是
20、34、54和 150 m in;在 pH 5. 0条件下, PPF释放完整















于不同组织的不同 pH 环境下, 铁蛋白很可能以也以
不同的速率释放铁, 来满足不同组织对游离铁浓度的
不同需求.
   t /m in
 图 5 PPF在不同 pH值下的铁释放过程
 F ig. 5 Proce sses o f iorn re lease from the PPF under the d iffer-
ent pH
表 1 不同 pH 值下 PPF平均铁释放速率
 T ab. 1 The av erage veloc ities of iron re lease from PPF under
different pH
pH 5. 0 6. 0 7. 0 8. 0
平均铁释放速率
( Fe3+ /PPF /m in)
84. 9 49. 9 31. 4 11. 3
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K inetic Characteristics of Iron and PhosphateRelease
from the Pig Pancreas Ferritin
L IN Zh-i chao, CHEN Ping, HU X iao-hu,i HUANG Hu-i y ing, HUANG He-q ing
*
( D epar tm ent o f B iochem istry and B io techno lo gy, Schoo l o f L ife Sciences, X iam en U nive rsity, X iam en 361005, C hina)
Abstract: T he iron co re o f p ig pancreas ferr itin ( PPF) is com po sed o f 179 pho sphates and 1698 F e3+ per m o lecular PPF. T he ratio o f
pho sphate to iro n w ith in the PFF co re is de te rm ined to be 1B9. 5. T he ra tio on the surface o f the iron co re in PPF is higher than that in the
in side o f the core. A com plete pro cess o f iron and pho spha te re lea sing from the PPF is o bserv ed using electron spectra technique. T he re-
sults show ed tha t bo th the iro n and pho sphate ve leasing presen ted tw o different ra tes. In w eak acid m ed ium, the re leasing rate o f iron in
PPF is m uch faster than that in w eak basic m ed ium.
Key words: fe rr itin; p ig panc reas; iron re lea se; kine tics; pho spha te; iron; releasing ra te
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  human se rum a lbum in using ma tr ix-assisted laser deso rption
ion ization tim e-o-f flight m ass spec trom etry [ J]. J. Chrom a-
torgra. A. , 2003, 1009: 111- 117.
The Application ofMALD I-TOFMS inM iningD ifferent Peptides
and Proteins from the Sera of Lung-cancer Patients
CHEN D ong-sh,i JIN Hong-w e,i HUANG Hu-i y ing, W ENG Lu-na, HUANG H e-qing
*
( K ey L abo rato ry o f the M in istry o f Education fo r C e ll B io logy and T um o r C e ll Eng ineering,
Schoo l o f L ife Sc iences, X iam en U niversity, X iam en 361005, Ch ina)
Abstract: A com b ined techno log y o f sim p le co lum n o f size ex clusion chrom atog raphy ( SEC ) andM ALD I-TO F M S w as adop ted to an-
a lyze the pep tide s and pro teins o f hum an m a le serum ( HM S) . T he experim en ta l re sults show ed tha t the separa tion co lum n o f Sephadex G-
75 separated LA P in the HM S m o re effectiv e lier than Sephadex G-50 and G- 100, and 56 pro te ins and peptide sw ith diffe rentm ass /charge
(m /z ) from the HM S w ere d irectly m easured by M A LD I-TO F M S after the se rum w a s separated by Spehadex G-75 co lum n. The discrep-
ancy o f LA P betw een HM S and serum o f hum an m ale w ith lung- cancer ( LCHM S) are directly com pared by M ALD I-TO F M S, respec-
tiv ely. It is fo und that the m o lecula r m a ss o f d ifferen tia l pro te ins w ithm /z 4 808, 6 867, 6 912, 6 867, 7 036, 27 990, 28 120, 50 687
from the HM S and 6 139, 6 544, 8 417, 8 480, 11 109 from the LCHM S, ind ica ting tha t d iffe rent pro te ins o f bo th HM S and L CHM S
m ight be used as the spec if ic b iom arkers fo r d iagno sing the disease s of lung-cancer in c lin ic.
Key words: Sephadex G-75; M A LD I-TO F M S; serum; lung cancer; c lin ic d iagno sis; differentia l peptides
